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Кальциевая сигнализация – один из ключевых способов трансдукции сигнала в клетках невоз-
будимых тканей. Кальциевая сигнализация как в сперматозоидах мыши, так и в сперматозоидах 
человека индуцируется в ответ на прогестерон, реализуется в виде осцилляций или одиночных 
пиков, а также приводит к акросомной реакции, но молекулярные механизмы существенно отли-
чаются между видами. 
Целью данной работы является сравнительное исследование механизмов кальциевой сигнализа-
ции при физиологической активации в сперматозоидах человека и мыши. В рамках данной работы 
мы изучили кальциевый ответ в сперматозоидах мыши, активированных прогестероном. С помо-
щью спектрофлуориметрии впервые было количественно оценено увеличение концентрации каль-
ция в ответ на прогестерон в меченых Fura-2 сперматозоидах мыши в суспензии. Было показано, 
что сперматозоиды мышей реагируют на 50 мкМ прогестерон пиком шириной 120 ± 35 с и высотой 
0.8 ± 0.3 мкМ, и этот ответ блокируется аспирином. На основе литературных данных была постро-
ена схема индукции кальциевой сигнализации, предполагающая промежуточный этап с синтезом 
некоторого простаноида (возможно, PGE2) и активацией сперматозоида мыши данным простано-
идом через ассоциированный с G-белком рецептор. Используя полученную схему реакций были 
разработаны две вычислительные модели: точечная модель и трехмерная модель. Как и в случае 
сперматозоидов человека, точечная модель дала только качественное описание кальциевых ответов, 
в то время как трехмерная модель позволила получить близкие к эксперименту параметры пика 
и частоту осцилляций концентрации кальция в ответ на прогестерон. С помощью анализа in silico 
показано, что в сперматозоидах мыши пространственное распределение сигнальных ферментов 
регулирует тип и форму кальциевого ответа.
Таким образом, можно сделать вывод о том, что наличие временных задержек, обусловленных 
диффузией и пространственным распределением ферментов сигнализации кальция, регулирует 
кальциевый ответ как в сперматозоидах человека, так и в сперматозоидах мыши.
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ВВЕДЕНИЕ

Кальциевая сигнализация – один из ключевых 
способов трансдукции сигнала в эукариотических 
клетках. Устройство кальциевой сигнализации в од-
них и тех же клетках многих организмов сходно [1, 
2], поэтому сравнение механизмов кальциевой сиг-
нализации между организмами может помочь опре-
делить особенности устройства данной системы.

В сперматозоидах млекопитающих динамика 
кальция контролирует большинство процессов 

оплодотворения, например, акросомную реакцию, 
капацитацию и гиперактивацию [3, 4]. В спер-
матозоидах мыши и человека кальциевый ответ 
может быть индуцирован стероидным гормоном 
прогестероном, присутствующим в женских по-
ловых путях [5]. В человеческих сперматозоидах 
прогестерон опосредованно активирует распо-
ложенный в жгутике сперматозоида кальциевый 
канал CatSper [6], который в покое ингибирован 
липидом мембраны 2-арахидоноилглицеролом 
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не установлен. Известно, что арахидоновая кислота 
способна индуцировать акросомную реакцию в том 
же объеме, что и прогестерон [18], в ходе активации 
генерируется простагландин E2 (PGE2) [19], кото-
рый способен запускать акросомную реакцию [20], 
а мышиный канал CatSper, наоборот, нечувствите-
лен к простагландинам и прогестерону [21]. При 
этом показано, что в индукции акросомной ре-
акции прогестероном участвуют G‑белки и не-
которая изоформа фосфолипазы С [18], при этом 
конкретный рецептор, сопряженный с G‑белком 
(GPCR), не установлен.

В настоящей работе мы предполагаем, что ак-
тивация сперматозоидов мыши прогестероном 
происходит по следующему механизму (рис. 1). 
Прогестерон, свободно проникая через плазма-
тическую мембрану, активирует находящуюся на 
акросоме ABHD2 (возможен также вклад фос-
фолипазы А2, но с точки зрения модели это не 
вносит качественных изменений), что приводит 
к генерации арахидоновой кислоты и ее транс-
формации циклооксигеназным путем в PGE2 (или 
другой простаноид). Хотя у мыши есть активные 
рецепторы к PGE2, в том числе EP1 [22], данные 
об их наличии и локализации в сперматозоидах 
найдены не были. Есть данные, что на акросо-
ме сперматозоидов мыши локализован рецептор 
к эстрогену (GPER), который относится к тому 
же классу рецепторов, что и EP1 [23]. В работе мы 
предполагали, что простаноид (PGE2) активирует 
GPCR (EP1), находящийся на плазматической 
мембране в районе акросомы, так как в жгутике 
сперматозоида мыши нет достаточного количества 
фосфоинозитидов для работы PLC [24]. Далее с ак-
тивной αq-субъединицей G‑белка ассоциируется 
PLCβ1 [25], и кальциевая сигнализация индуци-
руется по пути, описанному выше для спермато-
зоида человека, c тем отличием, что кальциевым 
депо является акросома, а не избыточная ядерная 
мембрана. Также учитывается, что в сперматозо-
идах мыши кроме PLCβ1 находится PLCδ4 [26].

В настоящей работе мы показываем, что предло-
женная схема событий внутриклеточной сигнали-
зации позволяет описать наблюдаемые кальциевые 
ответы сперматозоидов мыши на прогестерон.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Fura‑2-AM, Fura-RED-AM (Molecu-
lar Probes, США); прогестерон, DMSO, CaCl2, KCl, 
MgCl2, NaH2PO4, NaHCO3, БСА, Triton, EDTA, глю-
коза (Sigma-Aldrich, США), аспирин (Bayer, Германия).

(2-AG). Прогестерон активирует локализованную 
в жгутике гидролазу ABHD2, катализирующую рас-
щепление 2-AG на арахидоновую кислоту и глице-
рин [6]. Расщепление 2-AG приводит к активации 
CatSper и поступлению кальция в клетку. Повыше-
ние концентрации кальция способно активировать 
фермент фосфолипазу Сδ (PLCδ4), имеющуюся 
в сперматозоидах [7, 8]. Фосфолипаза С катализи-
рует образование инозитол‑1,4,5-трифосфата (IP3) 
из мембранных фосфоинозитидов. IP3 активирует 
канал-рецептор к IP3 (IP3R), расположенный на 
мембране депо кальция в клетке, роль которого 
в сперматозоиде человека играет производное 
ядра – избыточная ядерная мембрана (RNE), и, та-
ким образом, индуцирует высвобождение кальция 
в цитоплазму клетки через эти канал-рецепторы 
[9, 10]. Как у человека, так и у мыши кальцие-
вые ATP‑азы далее удаляют кальций из цитозо-
ля: ATP‑аза плазматической мембраны (PMCA), 
присутствующая в мембране жгутика [11], выка-
чивает кальций во внеклеточную среду, а ATP‑аза 
секреторного пути (SPCA), присутствующая на 
мембране кальциевого депо, переносит кальций из 
цитозоля в кальциевое депо [12]. Дополнительно 
присутствующие кальциевые буферы, такие как 
кальмодулин (CaM) [13], расположенный в цитозо-
ле, и кальретикулин (CalRet) [14], расположенный 
в депо, способны обратимо связывать кальций 
и модулировать ответ клетки. Данная сигнали-
зация может приводить как к осцилляторному 
кальциевому ответу, так и к ответу типа “одиноч-
ный пик”. Ранее нами было показано [15], что тип 
кальциевого ответа в сперматозоидах человека на 
прогестерон зависит от пространственного рас-
положения ферментов и каналов, управляющих 
кальциевой сигнализацией.

Несмотря на то что кальциевая сигнализация 
в сперматозоидах мыши обладает теми же свой-
ствами, что и у человека, а именно, кальциевая 
сигнализация индуцируется в ответ на прогестерон, 
реализуется в виде осцилляций или одиночных пи-
ков и индуцирует акросомную реакцию, ее моле-
кулярные механизмы существенно отличаются [16]. 
Описанный выше механизм не работает так же, 
так как в сперматозоидах мыши содержание 2-AG 
недостаточно высоко для его реализации, CatSper 
нечувствителен к прогестерону, а ABHD2 располо-
жена в мембране акросомы (органелла, находяща-
яся в передней части головки сперматозоида), а не 
в жгутике [6]. Также известно, что кальциевым депо 
в сперматозоиде мыши является акросома, а не из-
быточная ядерная мембрана [17]. Точный механизм 
прогестероновой активации сперматозоидов мыши 
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Экспериментальное наблюдение кальциевой ак-
тивации в сперматозоидах мыши. Данное иссле-
дование было одобрено комиссией по биоэтике 
МГУ им. М.В. Ломоносова (номер заявки 109-
ж от 06 марта 2022 года), и оно было проведено 
в соответствии с этическими принципами Хель-
синкской декларации. У умерщвленных мето-
дом цервикальной дислокации мышей вырезался 
придаток яичка. Производилось несколько глубо-
ких надрезов на придатке яичка, далее в течение 
10  мин сперматозоиды выплывали наружу. С краев  
капли собиралось 10 мкл буфера, содержащего 
сперматозоиды, далее сперматозоиды разбавля-
лись буфером Tyrode’s (134 мM NaCl, 2.68 мM KCl, 
1.8  мM CaCl2, 1.05 мM MgCl2, 417 мкM NaH2PO4, 
11.9 мM NaHCO3, 5.5 мM глюкоза). После добавле-
ния Fura‑2 в концентрации 2 мкМ производилась 
инкубация при 37оC в течение 45 мин. Далее капли 
буфера объемом 100 мкл наносились на чашку Пе-
три, через 10 мин 10 мкл буфера со сперматозоида-
ми собиралось с краю капли и ресуспендировалось 
в 90 мкл Tyrode’s без добавления кальция на каплю.

Экспериментальное наблюдение прогестеро-
новой активации окрашенных флуоресцентной 
меткой на кальций Fura‑2 мышиных спермато-
зоидов производилось с помощью спектрофлу-
ориметра. Возбуждение Fura‑2, не связавшейся 
с кальцием, производилось на длине волны 380  нм, 
возбуждения Fura‑2, связавшейся с кальцием, про-
изводилось на длине волны 340 нм. В ходе изме-
рений в суспензию клеток добавлялся CaCl2 до 
концентрации 2 мМ для определения базового 
уровня сигнала [27]. Далее в суспензию добавлял-
ся прогестерон в концентрации 50 мкM. В части 
экспериментов перед добавлением прогестеро-
на сперматозоиды инкубировались с аспирином 
в концентрации 100  нг/мл в течение 5 мин. Аспи-
рин в высокой дозе добавлялся для уточнения 
предложенной схемы активации сперматозоидов 
мыши прогестероном, так как в данном случае он 
является ингибитором обеих изоформ циклоокси-
геназы [28]. Для окрашенных Fura‑2 клеток далее 
проводился пересчет относительного изменения 
флуоресценции в концентрации кальция по сле-
дующей формуле [29]:

   
380 3802
   

380 340

max back min
d

max back max

F F R R
Ca K

F F R R
+

 − −
=      − − 

.       (1)

Здесь Kd – константа диссоциации комплекса 
кальция и Fura‑2, R – отношение интенсивности 
флуоресценции при возбуждении лазером с длиной 
волны λ=340 нм (связавшейся с кальцием краски) 

к интенсивности флуоресценции при λ=380 нм 
(не связавшейся с кальцием краски). Fmax и Fmin – 
максимальная и минимальная флуоресценции при 
возбуждении данной длиной волны, Fback – флу-
оресценция фона, Rmin и Rmax – отношения ин-
тенсивностей при максимально и минимально 
возможных концентрациях кальция в клетке. Для 
определения данных коэффициентов Rmin и Rmax 
была проведена следующая калибровка: для из-
мерения максимально возможного отношения 
флуоресценций Rmax к сперматозоидам в конце 
каждого эксперимента добавлялся детергент Triton. 
Для того чтобы измерить Rmin, после добавления 
Triton в среду c клетками добавлялся кальциевый 
хелатор EDTA. После каждого добавления подвиж-
ность и морфология сперматозоидов в суспензии 
проверялась на микроскопе ЛОМО Микмед‑6 
в режиме темного поля.

Обработка изображений проводилась с помо-
щью Fiji (https://imagej.net/). Визуализация дан-
ных производилась с помощью GraphPad Prism 8 
(https://www.graphpad.com/).

Построение математической модели. На основе 
литературных данных о кальциевой сигнализации 
в сперматозоидах млекопитающих нами построены 
две вычислительные модели прогестерон-индуци-
рованной кальциевой сигнализации в сперматозо-
идах мыши, а именно точечная модель и трехмер-
ная модель. Точечная модель представляет собой 
систему 23 обыкновенных дифференциальных 
уравнений, управляемую 49 параметрами и инте-
грируемых методом LSODA [30] с максимальным 
количеством внутренних шагов 104, абсолютной 
погрешностью 10–12, относительной погрешностью 
10–7, с помощью программного пакета COPASI 
(https://copasi.org/) [31]. Трехмерная модель пред-
ставляет собой систему дифференциальных урав-
нений в частных производных и обыкновенных 
дифференциальных уравнений, интегрируемую 
методом конечных объемов с максимальным ша-
гом по времени 0.01 с, пространственным шагом 
0.1 мкм, абсолютной погрешностью 10–9, отно-
сительной погрешностью 10–7, реализованным 
в программном пакете VCell (https://vcell.org/) [32].

Уравнения модели, граничные условия и значе-
ния параметров приведены в Дополнении 1. Для 
каждого мобильного буфера рассматривается вклад 
двух некооперативных сайтов: сайтов C и P для 
кальретикулина и C и N для кальмодулина [33]. Ак-
тивацию G‑белка мы описываем согласно модели 
Катанаева и соавт. [34]. Детали построения и вали-
дации моделей для сперматозоида человека даны 
в работе [15]. Модель была разбита на два модуля. 
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В первом модуле описывается цепочка биохимиче-
ских реакций от активации ABHD2 прогестероном 
до активации PLCβ. Второй модуль модели опи-
сывает динамику внутриклеточного кальция и IP3.

В трехмерной модели учитывается диффузия 
ионов кальция, IP3, СаМ и других веществ, и про-
странственная локализация ферментов и каналов. 
В точечной модели по сравнению с трехмерной 
были изменен параметр kPLC  = 180 с‑1 для пре-
дотвращения самопроизвольной кальциевой ак-
тивации фосфолипазы (при высоком значении 
константы стационарное состояние модели со-
ответствовало опустошенному депо); для иссле-
дования режимов использовались также другие 
значения. С точки зрения сопоставления моделей, 
физический смысл уменьшения константы свя-
зан с уменьшением концентраций ряда веществ 
(начиная с IP3) в месте их действия по сравнению 
с местом производства.

Предполагаемая схема модели показана на 
рис. 1. Первый модуль модели состоит из 11 урав-
нений, описывающих активацию фосфолипазы C 
прогестероном. В модуле были использованы зна-
чения для режима № 4 из модели Катанаева [34]. 
Для оценки адекватности выбора использовались 
экспериментальные данные [35]. Далее была ис-
пользована теорема Тихонова [36] для частичной 
редукции модели (см. Дополнение).

Второй модуль модели состоит из 8 уравне-
ний, описывающих кальциевую сигнализацию 
в сперматозоиде мыши в ответ на активацию PLCβ. 
С целью обеспечения независимого исследования 
модулей на вход модели подавалась активность 
PLCβ на мембране в головке и шейке, аппрокси-
мированная из первого модуля модели. Несмотря 
на то что мы для полноты картины учли в модели 
фосфолипазу PLCδ4, также способную в принципе 
давать колебания через наличие положительной 
обратной связи, период этих колебаний слишком 
сильно отличается, и такая возможность не явля-
ется значимой для целей данного исследования. 
Далее для второго модуля также была использо-
вана теорема Тихонова для частичной редукции 
модели (см. Дополнение).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кальциевый ответ на активацию прогестероном 
в сперматозоидах млекопитающих. В ходе экспери-
ментов было показано, что мышиные сперматозои-
ды активируются прогестероном в суспензии в кон-
центрации 50 мкM с шириной кальциевого пика 
120 ± 35 с (средние ± SD) и высотой 0.8 ± 0.3 мкM 

относительно базового уровня кальция, в то время 
как одиночные сперматозоиды человека – в кон-
центрации 5 мкM с шириной 160 ± 44 с и высотой 
0.5 ± 0.2 мкM или кальциевыми осцилляциями 
с периодом порядка сотен секунд (рис. 2). Харак-
терная ширина определяется как ширина пика 
на высоте пика 10% от максимальной амплитуды. 
В силу усреднения ответа по всем клеткам при 
измерении уровня кальция в суспензии, в наших 
экспериментах не наблюдался осцилляторный от-
вет в сперматозоидах мыши, при этом в литературе 
присутствуют данные об осцилляторных ответах 
в ответ на прогестерон [35], однако характерные 
концентрации кальция в сперматозоидах мыши 
ранее не измерялись. Также произведены экспери-
менты с добавлением аспирина к сперматозоидам 
мыши. Показано, что кальциевый ответ на про-
гестерон отсутствует в сперматозоидах мыши при 
пятиминутной преинкубации с 100  нг/мл аспи-
рина (рис. 2б). Это подтверждает предложенную 
схему активации сперматозоида прогестероном.

Трехмерная, но не точечная модель предоставила 
количественное описание кальциевого ответа, инду-
цированного прогестероном в сперматозоидах мыши. 
Для описания полученных экспериментальных 
результатов по индуцированной прогестероном 
кальциевой сигнализации в сперматозоидах мыши, 
мы использовали сначала точечную, а потом трех-
мерную модели (см. Материалы и методы).

Для описания экспериментально наблюдае-
мых откликов кальция (рис. 2) в модуле модели, 
описывающем кальциевый ответ, варьировалась ка-
талитическая константа фосфолипазы C (kPLC). Обо-
снование изменения kPLC заключалось в том, что в об-
разце спермы, инкубированном в капацитирующих 
условиях, присутствуют как минимум две субпопуля-
ции сперматозоидов [37], различающиеся по своему 
мембранному потенциалу, влияющему на активность 
потенциал-чувствительной фосфатазы (VSP) [24], 
регулирующей концентрацию фосфатидилинозитол 
4,5-бисфосфата (PIP2) в сперматозоидах.

Точечная модель прогестерон-индуцирован-
ной кальциевой сигнализации в сперматозоидах 
человека была способна качественно описать как 
осцилляторный ответ (рис. 3д), так и одиночный 
пик (рис. 3б). Однако в случае сперматозоидов че-
ловека, максимальная ширина пика, описываемая 
одномерной моделью, составляет 40 с, а максималь-
ный период осцилляций – 50 с (максимумы, полу-
ченные в серии запусков с варьированием параме-
тров при условии высоты пика не более 1.5 мкМ).
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Рис. 1. Предполагаемая схема кальциевой активации сперматозоидов мыши прогестероном. а – Общая схема реак-
ций. ABHD2 активируется прогестероном и расщепляет 2-арахидоноилглицерол (2-AG) до арахидоновой кислоты 
(AA) и глицерина. Арахидоновая кислота трансформируется присутствующей в сперматозоидах мыши циклоок-
сигеназой‑1 (COX‑1) в некоторый простаноид (возможно, PGE2), активирующий ассоциированный с G‑белком 
рецептор (GPCR). На рисунке GPCR изображен на плазматической мембране, но в модели он также мог находит-
ся на мембране акросомы. Далее происходит активация фосфолипазы Сβ (PLCβ), катализирующей производство 
инозитол‑1,4,5-трифосфата (IP3), активирующего каналы-рецепторы к IP3 (IP3R), расположенные в мембране 
внутриклеточного хранилища кальция в сперматозоиде (акросомы). б – Схема пространственного распределе-
ния компонентов системы. В настоящей работе предполагалось, что ATP‑аза плазматической мембраны (PMCA) 
в сперматозоидах мыши активна в жгутике сперматозоида, производство IP3 локализовано в шейке и головке спер-
матозоида, а IP3R и ATP‑аза секреторного пути (SPCA) локализованы в мембране акросомы.
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Рис. 2. Кальциевый ответ на активацию прогестероном в сперматозоидах млекопитающих. а – Типичный кальци-
евый ответ суспензии сперматозоидов мыши в ответ на активацию 50 мкM прогестероном с характерным временем 
активации и ответа 120 ± 35 с (среднее ± SD). Стрелкой указаны времена добавления CaCl2, прогестерона (P4). Общее 
количество экспериментов для P4: N = 3. б – Типичный ответ на прогестерон при преинкубации с 100 нг/мл аспирина. 
Стрелкой указаны времена добавления CaCl2, прогестерона (P4) и аспирина (Asp). Общее количество экспериментов 
для P4 + Asp: N = 3. в, г – Типичные кальциевые ответы, наблюдаемые в одиночных сперматозоидах человека в ответ 
на активацию 5 мкM прогестероном, стрелкой указано время добавления прогестерона (P4). в – Типичный одиноч-
ный пик с характерным временем 160 ± 44 с. Воспроизведено из работы [15]. Ответило Nклеток = 36 из 64. г– Типичный 
вид кальциевых осцилляций. Воспроизведено из работы [15]. Ответило Nклеток = 18 из 64.
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В случае сперматозоидов мыши в точечной мо-
дели существует режим одиночного пика (рис. 3з), 
а также кальциевые осцилляции с периодом по-
рядка сотен секунд, наблюдаемые в других рабо-
тах [35]. Как и в случае сперматозоидов человека, 
в случае сперматозоидов мыши максимальная 
ширина пика, описываемая одномерной моделью, 
составляет 40 с (рис. 3з), максимальный пери-
од осцилляций – 70 с (рис. 3к), что значительно 
меньше экспериментально наблюдаемых периода 
осцилляций и ширины пика.

Трехмерная модель и для сперматозоидов человека, 
и для сперматозоидов мыши была способна количе-
ственно описать ширину пика в ~100 с (рис. 3в) и ча-
стоту осцилляций (100–300 с) (рис. 3е) при коэффи-
циенте диффузии кальция меньшем, чем 20 мкм2/с.

Динамика кальция в сперматозоидах мыши опре-
деляется коэффициентом диффузии кальция и про-
странственной конфигурацией системы. При помо-
щи трехмерной модели кальциевой сигнализации 
в сперматозоидах мыши нами было проведено те-
оретическое исследование характера зависимости 
кальциевого ответа от коэффициента диффузии 
кальция. Было показано, что система может пе-
реключать свой тип ответа с осцилляторного на 
одиночный пик при изменении коэффициента 
диффузии кальция (рис. 4а). В сперматозоидах 
мыши при фиксированном коэффициенте диф-
фузии IP3, равном 10 мкм2/с, колебания в системе 
появлялись при коэффициенте диффузии кальция 
менее 143 мкм2/с (рис. 4а). Наблюдалось, что пе-
риод осцилляций увеличивался при увеличении 
коэффициента диффузии кальция (рис. 4а, крас-
ная линия). При этом ранее было показано, что 
в сперматозоидах человека при фиксированном 
коэффициенте диффузии IP3, равном 10 мкм2/с, 
колебания в системе появлялись при коэффици-
енте диффузии кальция менее 70 мкм2/с [15].

Также мы исследовали влияние пространствен-
ного распределения компонентов системы на тип 
ответа. Мы показали, что наличие осцилляций воз-
можно только при скорости экструзии кальция каль-
циевой помпой PMCA большей, чем 0.43 мкM/с 
(рис. 4б). Также период осцилляций зависел от VPMCA 
почти линейно (на рисунке шкала нелинейна), что 
аналогично сперматозоидам человека [15].

В полной модели предполагалось, что PMCA 
в сперматозоидах локализована в жгутике. Несмотря 
на то что ее присутствие в акросоме нельзя исклю-
чить, качественно это не меняет ситуацию в модели 
в силу того, что она в любом случае дублирует там 
SPCA, параметры которой подбираются; можно 

считать, что SPCA в модели отражает суммарную 
активность SPCA и PMCA в акросоме. При этом 
в модели для мыши, где PMCA была равномер-
но распределена, кальциевые колебания исчезли, 
а ширина одиночного пика уменьшилась до 30 с.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе проводится исследование 
механизмов кальциевой сигнализации, индуци-
руемой прогестероном в сперматозоидах мыши. 
Проводится экспериментальное наблюдение каль-
циевого ответа суспензии клеток на прогестерон 
с характерной шириной пика 120 ± 35 с и предот-
вращение этого ответа ингибитором циклооксиге-
назы аспирином. Путем компьютерного моделиро-
вания доказывается, что в сперматозоидах мыши 
может работать схема активации прогестероном, 
включающая синтез промежуточного простаноида 
и активацию сперматозоида через ассоциирован-
ный с G‑белком рецептор к данному простаноиду, 
что существенно отличает схему для сперматозоида 
мыши от сперматозоида человека. Тем не менее, 
в рамках данной работы было показано, что воз-
никновение осцилляторного ответа на прогесте-
рон в сперматозоидах мыши также управляется 
коэффициентом диффузии ионов кальция и рас-
пределением управляющих элементов кальциевой 
сигнализации, как и в сперматозоидах человека.

Наблюдаемая кальциевая сигнализация в сперма-
тозоидах в ответ на прогестерон хорошо соответству-
ет ранее опубликованным данным. Параметры оди-
ночного пика, наблюдаемого в сперматозоидах мыши, 
также соответствуют параметрам пика, наблюдаемых 
другими авторами [35], однако в работе из-за того, что 
микроскопия одиночных клеток мыши не проводи-
лась, кальциевые осцилляции в одиночных клетках 
не исследовались экспериментально.

В настоящей статье на основе полученных ре-
зультатов и литературных данных мы предположили, 
что, хотя у мыши активность прогестерон-чувстви-
тельного кальциевого канала CatSper, в отличие от 
человека, не ингибируется 2-AG, расщепляемым 
ABHD2, при этом сам ABHD2 так же, как у чело-
века, активируется прогестероном и катализиру-
ет производство арахидоновой кислоты [6]. Она 
конвертируется циклооксигеназой в некоторый 
простаноид, который активирует G‑белковую сигна-
лизацию, что приводит к активации фосфолипазы 
С и индукции кальциевой сигнализации. Данная 
схема подтверждается проведенными нами экспе-
риментами с аспирином, а также способностью 
построенной модели описывать индуцированную 
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Рис. 3. Сравнение результатов моделирования с экспериментальными данными. а – Типичный экспериментально 
наблюдаемый одиночный пик в сперматозоидах человека в ответ на активацию 5 мкМ прогестерона имеет ширину 

~150 с [15]. б – Сперматозоид человека, точечная модель. Одиночный пик в точечной модели имеет ширину ~50 c, что 
значительно меньше наблюдаемого экспериментально. в – Сперматозоид человека, трехмерная модель. Одиночный 
пик в распределенной модели имеет ширину ~150 с, что совпадает с наблюдаемым экспериментально. Представлен-
ные зависимости концентраций от времени для трехмерной модели являются усредненными по объему. г – Сперма-
тозоид человека. Пример низкочастотных кальциевых осцилляций, наблюдаемых в сперматозоиде человека периодом 

~200 с [10]. д – Сперматозоид человека, точечная модель. Осцилляции в точечной модели имеют порядок периода ~50 с, 
что значительно меньше наблюдаемых экспериментально. е – Сперматозоид человека, трехмерная модель. Осцилляции 
в распределенной модели совпадают по периоду с экспериментально наблюдаемыми. ж –Типичный кальциевый ответ 
на активацию 50 мкМ прогестероном в сперматозоидах мыши, ширина пика ~100 с. з – Сперматозоид мыши, точеч-
ная модель. Одиночный пик в точечной модели имеет максимальную ширину 40 с, что значительно меньше экспери-
ментально наблюдаемой (kPLC = 180). и – Сперматозоид мыши, трехмерная модель. Одиночный пик в распределенной 
модели имеет ширину 150 с, что совпадает с экспериментально наблюдаемой (kPLC = 5000). к – Сперматозоид мыши, 
точечная модель, вариант осцилляторного ответа при значении параметра kPLC = 90. л – Сперматозоид мыши, распре-
деленная модель, вариант осцилляторного ответа при значении параметра kPLC = 2500.
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прогестероном кальциевую сигнализацию в спер-
матозоидах мыши. Это позволяет нам проводить 
исследования особенностей кальциевой сигнали-
зации, основной из которых является показанная 
зависимость осцилляторного ответа от простран-
ственного расположения ферментов и каналов.

Пространственная конфигурация системы вли-
яет как на форму, но и на тип кальциевого ответа. 
Для сперматозоидов человека мы показали, что 
при фиксированном коэффициенте диффузии IP3, 
равном 10 мкм2/с, колебания в системе появлялись 
при коэффициенте диффузии ионов кальция менее 
70 мкм2/с. В то же время в сперматозоидах мыши 
колебания в системе появлялись при коэффици-
енте диффузии ионов кальция менее 143 мкм2/с. 
Наблюдаемая разница в пороговых коэффициентах 
диффузии может быть объяснена разницей длин 
сперматозоидов мыши и человека: 50 мкм [38] 
у человека против 130 мкм у мыши [39].

В существующих гомогенных математических 
моделях кальциевого ответа в сперматозоидах 
человека [15, 40] также возникал осцилляторный 
ответ при некоторых комбинациях параметров. Од-
нако соотношение периода осцилляций и высоты 
пика в этих моделях не согласовывалось с нашими 
и литературными данными [41].

Зависимость кальциевой сигнализации от про-
странственной конфигурации систем находится 
в соответствие с работами [42, 43], где утверждается, 

что динамика кальциевой сигнализации в аци-
нарных клетках и яйцеклетках Xenopus laevis мо-
жет существенно изменяться при учете диффузии 
кальция или потока жидкости. Геометрия системы 
также играет важную роль в дендритных клетках 
при кальциевом ответе [44].

Таким образом, как в сперматозоиде человека, так 
и в сперматозоидах мыши важную роль в генерации 
кальциевого ответа играет пространственная удален-
ность кальциевого депо и кальциевой ATP‑азы PMCA.

Следует учитывать ограничения использован-
ного подхода. Закон диффузии Фика является 
приближением, потому что диффузия кальция 
в клетках носит нелинейный характер [45]. В мо-
дели связывание кальция с буферными системами 
учитывалось только неявно путем низкого (но по-
стоянного) коэффициента диффузии. Ограни-
чением работы является и то, что концентрации 
кальция измерены для сперматозоидов мыши 
усредненно, а не для отдельных клеток.

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсут-
ствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с публикацией настоящей статьи.

Источники финансирования. Работа поддержана 
грантом РНФ № 23-74-00057. Работа выполнена 
с использованием оборудования Центра коллек-
тивного пользования сверхвысокопроизводитель-
ными вычислительными ресурсами МГУ имени 
М.В. Ломоносова.

Рис. 4. Теоретическое исследование трехмерной модели кальциевой сигнализации в сперматозоидах мыши. а – 
Вариация коэффициента диффузии кальция Dсa

  приводит к исчезновению кальциевых осцилляций для более вы-
соких Dca. Сплошная черная линия – минимум амплитуды осцилляций. Сплошная синяя линия – стационарное 
значение концентрации кальция (Стац. конц.), режим пика. Штриховая линия – максимум амплитуды кальциевых 
осцилляций. Красная линия – период кальциевых осцилляций (ось справа). б – Наличие осцилляций, их амплитуда 
и период зависят от VPMCA – максимальной скорости работы PMCA. Сплошная черная линия – максимум амплиту-
ды осцилляций. Штриховая линия – минимум амплитуды кальциевых осцилляций. Синяя линия – стационарная 
концентрация кальция, режим пика. Красная линия – период кальциевых осцилляций (ось справа).
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Соответствие принципам этики. Данное исследо-
вание было одобрено комиссией по биоэтике МГУ 
имени М.В. Ломоносова (номер заявки 109-ж от 
06 марта 2022 года) и проведено в соответствии с эти-
ческими принципами Хельсинкской декларации.

Дополнение 1. Уравнения и параметры трех-
мерной компьютерной модели

Д1. Принципы построения модели, выбора на-
чальных и граничных условий и подбор параметров. 
Трехмерная модель была создана с использовани-
ем программного обеспечения VCell (http://www.
vcell.org/). Соответствующая модель Virtual Cell, 
MouseSpermCalcium, представлена в открытом 
доступе на http://www.vcell.org/ под именем поль-
зователя Juliajessica. Детали геометрии модели 
представлены в табл. Д1. Геометрия трехмерной 
модели включает в себя цитозоль сперматозоида 
(56 мкм3), разделенный на жгутик сперматозоида 
(0.4 мкм в диаметре, 115 мкм длиной [46]), шейку 
(0.8 мкм в диаметре [47], 20 мкм длиной [48]) и го-
ловку сперматозоида (8 × 3 × 2.5 мкм [48]), акро-
сому сперматозоида, служащую кальциевым депо 
(1.3 мкм3)[17], расположенную в головке спермато-
зоида (рис. Д1, табл. Д1), а также клеточную мем-
брану и мембрану акросомы. Граничные условия 
второго рода были использованы для всех веществ. 
Данные о локализации веществ и учете диффу-
зии даны в табл. Д2. Все вещества, находящиеся 

в акросоме, считались хорошо перемешанными. 
Для перевода объемных концентраций и констант 
диссоциации в поверхностные использовался коэф-
фициент ( / )=q a q qN V Sω , где aN −  число Авогадро, 

qV   объем компартмента q,  qS – площадь поверх-
ности компартмента q.  Acrω и Ñytω  соответствуют 
акросоме и цитозолю.

Д2. Уравнения модели. Обозначения переменных 
модели указаны в табл. Д2. Обозначения параме-
тров модели указаны в табл. Д4.

Первый модуль состоит из 11 уравнений:

 (
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t
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Таблица Д1. Геометрия модели

Название 
компарт-
мента

Уравнение, задающее границы компартмента Обозначение, 
объем

Обозначение, 
площадь 
мембраны

Источ-
ник

Акросома Полуэллипс, заданный следующим 
уравнением: (((((((0.7 × x) – (0.7 × 36.0))2) + 
(2.0 × ((y – 5.0)2)) + (((2.0 × z) – 10.0)2)) < 1.21) 
× (x > 34.0)) × (z < 5.0))

Vacr, 1.3 мкм3 Sacr, 9.6 мкм2 [17]

Цитозоль Жгутик сперматозоида: цилиндр, заданный 
уравнением
((x ≥ –89.0) × (x ≤ 14.0) × ((((y – 5.0)2) + 
+((z – 5.0)2)) < (0.32)))
Головка сперматозоида:
Полуэллипс, заданный уравнением
((((0.4 × x) – (0.4 × 35.0)2) + (((1.3 × y) – 

–(1.3 × 5.0))2) + (((2.0 × z) – 10.0)2)) < 3.0))
Шейка сперматозоида:
Цилиндр, заданный уравнением
((x ≥ 14.0) × (x ≤ 34.0) × ((((y – 5.0)2) +
+ ((z – 5.0)2)) < (0.42)))

Vcyt, 56 мкм3 Scyt, 283 мкм2 [49]
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Рис. Д1. Общий вид геометрии модели. Расположение веществ. Пространственное ограничение некоторых реак-
ций. Синяя область – цитозоль сперматозоида. Красная область – акросома сперматозоида. Желтая область – мем-
брана сперматозоида.
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Таблица Д2. Начальные значения переменных (поверхностные концентрации для мембранных веществ, 
объемные концентрации для растворенных веществ; соответствуют базальным для всего, кроме кальция) 
и коэффициенты диффузии (для трехмерной модели)
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Арахидоновая 
кислота

[ ]AA Мембрана 
акросомы

0 мкм‑2 – DAA 1 [15]

PGE2 [ ]2PGE Цитозоль 0 мкM – DAA 1 [15]

Прогестерон 
в цитозоли inProgesterone   Цитозоль 0 мкM – DProg 0.1 Подбор

ABHD2, неактивная  [ 2 ]ABHD
Мембрана 
акросомы

17 мкм‑2 [15] Dprot 2 [15]

ABHD2, активная *[ 2 ]ABHD >> 0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

2-AG* [ ]AG >> 1171 мкм‑2 См. 
комм.

DAA 1 [15]

β γ-субъединица 
G‑белка [ ]βγ

Плазмати-
ческая 
мембрана

0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

Активированный 
GPCR

[ ]GPCRact >> 0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

Неактивный 
GPCR**

[ ]GPCR >> 111 мкм‑2 Cм. 
комм.

Dprot 2 [15]
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α-субъединица 
G‑белка с GTP

GTPGα   >> 0 мкM – Dprot 2 [15]

Кальретикулин, 
свободный 
медленный сайт***

[ ]CaRetSlow Акросома 2.8 мM
Cм. 

комм.
– – –

Кальретикулин, 
медленный сайт 
с кальцием

[ ]CaRetSlowCa >> 0 мкM – – – –

Кальретикулин, 
свободный быстрый 
сайт****

[ ]CaRetFast >> 311 мкM – – –

Кальретикулин, 
быстрый сайт 
с кальцием

[ ]CaRetFastCa >> 0 мкM – – – –

Кальмодулин, 
свободный 
медленный сайт*****

[ ]CaMSlow Цитозоль 4.9 мкM
См. 

комм.
Dca 10–170 Подбор

Кальмодулин, 
медленный сайт 
с кальцием

[ ]CaMSlowCa >> 0 мкM – Dca 10–170 Подбор

Кальмодулин, 
свободный быстрый 
сайт******

[ ]CaMFast >> 4.9 мкM
См. 

комм.
Dca 10–170 Подбор

Кальмодулин, 
быстрый сайт 
с кальцием

[ ]CaMFastCa Цитозоль 0 мкM – Dca 10–170 Подбор

IP3 [ ]3IP >> 0 мкM [50] DIP3 10.0 Подбор

Кальций в цитозоле 2
CytCa +   >> 0.1 мкM [51] Dca 10–170 Подбор

Кальций в акросоме 2
AcrCa +   Акросома 256 мкM [51] – – –

Активированная 
PLCβ [ ]PLC actβ

Плазма-
тическая 
мембрана

0 мкм‑2 – Dprot 2 [15]

Неактивная 
PLCβ******* [ ]PLCβ >> 177 мкм‑2 См. 

комм
Dprot 2 [15]

* Рассчитывается как 2AGVol0 хNaVacr /Sacr. Для 2AGVol0 см. табл. Д4.
** Рассчитывается как NGPCR /Sacr . Для NGPCR см. табл. Д4.
*** Рассчитывается как (NCaRetSlow)/(Na x Vacr ). Для NCaRetSlow см. табл. Д4.
**** Рассчитывается как (NCaRetFast)/(Na x Vacr). Для NCaRetFast см. табл. Д4.
***** Рассчитывается как (NCaMSlow)/(Na x Vcyt). Для NCaMSlow см. табл. Д4.
****** Рассчитывается как (NCaMFast)/(Na xVcyt). Для NCaMFast см. табл. Д4.
******* Рассчитывается как NPLCβ /Sacr. Для NPLCβ. см. табл. Д4.

Таблица Д2. Окончание
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Сумма скоростей в правых частях (10) и (11) 
дает ноль, поэтому для гомогенной системы одно 
из уравнений можно отбросить.

Полученная система уравнений была упро-
щена путем исследования иерархии характерных 
времен и редукции с применением теоремы Ти-
хонова до 9 уравнений. Cначала было произведе-
но обезразмеривание переменных: 
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Рис. Д2. Динамика количества активированной фосфолипазы для различных параметров первого модуля модели. 
а – Режим 4 из [34]. б – Режим 2 из [34]. в –Сравнение полной модели и модели с примененным квазиравновесным 
приближением для ABHD2.

,(9)
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Значения с индексом avg соответствуют средним 
за период активации значениям переменных. 
Численные значения даны в табл. Д3.

В обезразмеренную систему были подставлены 
численные значения для констант, и она была перепи-
сана в виде ( )1/ = S

sdp dt A O . Полученные значения 
для коэффициентов As соотносились следующим 
образом: ААА≪AFG =~AGαGTP≪ACaMSlow≪AGPCR≪AABHD2. 
При применении квазистационарного прибли-
жения для ABHD2, модель полностью сохраняла 
свое поведение (рис. Д3в). В конечных расчетах 
концентрации ABHD2 и ABHD2* задавались сле-
дующими выражениями:

[ ] [ ]*
0

2 2 2ABHD ABHD ABHD= −   ,

[ ] [ ]( )
( )

0
2 2 /

/
ABHDProg

ABHDProg in ABHDProg

ABHD k ABHD

k Progesterone k

−

+ −

=

  +  .
Во втором модуле на вход подавалась 

активность PLC следующим выражением: 

[ ]
( )2

2

600
22508

t

PLC act e
− −

β = мкм/ . Активность PLCδ4 
описывалась как кальций-зависимый поток 
IP3 в цитозоль – уравнение (27). Второй 
модуль состоит из 8 уравнений. Обозначения 
переменных модели указаны в табл. Д2. Обозна-
чения параметров модели указаны в табл. Д4.

2
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где 3 3
0P m h∞=  – вероятность пребывания IP3R 

в открытом состоянии, определяемая согласно 
модели Ли-Ринзела [52], h – доля каналов, не 
инактивированных кальцием: 

Таблица Д3. Средние по времени значения переменных при активации 50 мкМ прогестерона

Переменная
Среднее 
значение

Переменная
Среднее 
значение

Переменная
Среднее 
значение

avgPLCβ 15 мкм‑2 2avgPGE 0.15 мкM [ ]CaRetSlow 2500 мкМ

ACTavgPLCβ 6 мкм‑2 2avgABHD 8 мкм‑2 [ ]CaMFast 10 мкM

avgβγ 33 мкм‑2 *2 avgABHD 6 мкм‑2 [ ]CaMSlow 6 мкM

GTP
avgGα 200 мкм‑2 3avgIP 0.1 мкM [ ]CaRetFastCa 300 мкM

avgGPCRact 13 мкм‑2 2
Cyt avgCa + 0.25 мкМ [ ]CaRetSlowCa 300 мкМ

avgGPCR 5 мкм‑2 2
Acr avgCa + 10 мкМ [ ]CaMFastCa 4.5 мкM

avgAG 0.6 мкМ [ ]CaRetFast 10 мкM [ ]CaMSlowCa 0.8 мкM

,(14)

,
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где JSPCA  – это поток через SPCA,JPMCA – поток 
через PMCA, JIP3r – поток через IP3R, Jleak и 
JRNE, leak – утечки из внешней среды и депо.
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где 5IP ppJ – скорость деградации IP3 инозитол 
5-фосфатазой (IP5pp), PLCJ δ  – скорость 
производства IP3 PLCδ; PLCJ β  – скорость 
производства IP3 PLCβ.

Полученная система из 8 уравнений была 
упрощена с помощью исследования иерархии 
времен путем применения теоремы Тихонова 
до 7 уравнений. Cначала было произведено 
обезразмеривание переменных:
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Значения с индексом avg соответствуют 
средним за период активации значениям пере-
менных. Численные значения даны в табл. Д3. 
В обезразмеренную систему были подставлены 
численные значения для констант, и уравнения 
переписаны в виде ( )1/ = S

sdp dt A O
.
. Результи-

рующие значения для коэффициентов ASсоотноси-
лись следующим образом:

	
3 ~ ~ ~

~

IP CaRetSlow CaRetFast CaMSlow CaRNE

CaMFast CaCyt

A A A A A
A A

 



При применении квазистационарного при-
ближения для 2

CytCa +  (рис. Д3а), модель расхо-
дилась. При применении квазистационарного 
приближения для 

2
AcrCa + , (рис. Д3б), кальциевый 

,(27)
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Рис. Д3. Использование квазистационарного и квазиравновесного приближений для второго модуля модели. а – 
При использовании квазистационарного (квазистац.) приближения для концентрации быстрого сайта кальмоду-
лина, кальциевый ответ не меняется (черная кривая). Для кальция в депо при использовании квазистационарного 
приближения кальциевый ответ отсутствует. б – При использовании квазиравновесного приближения для кальре-
тикулина, кальциевый ответ отсутствует. При использовании квазистационарного приближения для IP3 кальцие-
вый ответ сохраняется, но осцилляции в модели отсутствуют при любых значениях концентрации IP3.

Таблица Д4. Параметры модели

Значение Ссылка Комментарий

Кальциевый модуль

K1 0.13 мкМ [53] Параметр IP3R

K2 30 мкМ [54] Параметр IP3R

K3 0.003 мкМ [54] Параметр IP3R

K5 0.13 мкМ [54] Параметр IP3R

2a 10–4 [54] Параметр IP3R

VSPCA 2.31 мкМ/с Подбор параметров Максимальная скорость SPCA

KSPCA 0.27 мкМ [55] Аффинность SPCA к кальцию

kleak 0,01 Подбор параметров Коэффициент утечки из акросомы

kIP3 0.00007 (мкM × с)–1 [56] Поток через 1 открытый IP3R

kleakPP 0.15 мкМ/с [55] Утечка кальция в цитозоль

KPLC 0.7 мкМ [57] Аффинность к кальцию PLCδ

kPLC 5000 с‑1 [58] Каталитическая константа PLCδ и PLCβ

NPLCδ 15 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество PLCδ

NPLCβ 140 [59] Количество PLCβ

NIP3 1850 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество IP3R
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NIP5pp 240 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество IP5pp

kcatIp5pp 340 с‑1 [60] Каталитическая константа IP5pp

KIp5pp 0.7 мкM [61] Аффинность IP5PP к IP3

NCaRet 54000 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество CaRet

NCaRetSlow NCaRetSlow × 18 [62] Емкость сайта С кальретикулина

NCaRetFast NCaRetSlow × 2 [62] Емкость сайта P кальретикулина

k+CaRetSlow 0.1 (мкM × с)–1 [63] Скорость ассоциации сайта C с кальцием

KdCaRetSlow 2000 мкM [63] Константа диссоциации сайта C и кальция

k+CaRetFast 0.05 [15] Скорость ассоциации сайта P с кальцием

KdCaRetFast 1 мкM [64] Константа диссоциации сайта P и кальция

NCaM 54000 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Количество молекул кальмодулина

NCaMSlow NCaM × 2 [63] Емкость сайта N кальмодулина

NCaMFast NCaM × 2 [63] Емкость сайта C кальмодулина

k+CaMSlow 10 с‑1 [65]
Скорость ассоциации сайта C 

кальмодулина с кальцием

KdCaMSlow 1 мкM [63]
Константа диссоциации сайта C 

кальмодулина и кальция

k+CaMFast 100 (мкM × с)–1 [65]
Скорость ассоциации сайта N 

кальмодулина с кальцием

k-CaMFast 500 с‑1 [65]
Скорость диссоциации сайта N 

кальмодулина с кальцием
VPMCA 1 мкМ [66] Максимальная скорость PMCA

KPMCA 0.27 мкМ [67] Константа полуактивации PMCA

Модуль ABHD2–PLCβ

kcatABHD 0.35 [68] Каталитическая константа для ABHD2

KmABHD-AG 12 мкМ [69] Аффинность ABHD2 к 2-AG

k+ABHDProg 3 [15] k+ для связывания прогестерона и ABHD2

KmABHDProg 16 [6] Aффинность ABHD2 к прогестерону

kAA 0.01 [6] Скорость генерации 2-AG мембраной

Ngpcr 400 Метод оценки описан 
в [15] на основе [59] Начальное количество молекул ABHD2

dissk 25 с‑1 [34] Параметр активации GPCR

Таблица Д4. Продолжение
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ответ на прогестерон отсутствовал. Аналогич-
ный результат был получен для использования 
стационарного приближения для CaRetFast  и 
CaRetSlow  (рис. Д3б). В случае использования 
стационарного приближения для IP3,  ответ 
наблюдался в полной мере, однако модель не 
была способна воспроизводить кальциевые 
осцилляции (рис. Д3б). Использование квазиста-
ционарного приближения для быстрого сайта 
кальмодулина не меняло вид кальциевого ответа, 
и далее данное приближение использовалось как 
для гомогенной, так и трехмерной модели. 

Квазистационарное приближение для бы-
строго сайта кальмодулина было задано следую-
щим образом:

	 [ ] [ ] [ ]0
 CaMFastCa CaMFast CaMFast= − ,

	
[ ] [ ]

( )
 

0

2   

/

/
CaMFast

Cyt CaMFast CaMFast

CaMFast k CaMFast

Ca k k
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+
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=

  + 
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progesterone. We employed spectrofluorometry to quantify the rise in calcium concentration in response to 
progesterone in Fura‑2 loaded mouse sperm cells in suspension. Our experiments demonstrated that mouse 
sperm cells respond to 50 μM progesterone with a peak 120 ± 35 s wide and 0.8 ± 0.3 μM high. Based on 
literature data, a scheme for the induction of calcium signaling was constructed, suggesting an intermediate 
stage with the synthesis of a certain prostanoid (possibly PGE2) and activation of mouse sperm by this pros-
tanoid through a G‑protein-coupled receptor. Based on the obtained reaction scheme, two computational 
models were developed: a point model and a three-dimensional model. As with human sperm, the point 
model provided only a qualitative description of calcium responses, whereas the three-dimensional model 
produced the shape of the calcium peak and the frequency of calcium oscillations in response to proges-
terone that were similar to the experimentally obtained values. Using in silico analysis, it was shown that in 
mouse sperm, the spatial distribution of signaling enzymes regulates the type and form of the calcium re-
sponse. We conclude that the presence of time delays due to the diffusion and spatial distribution of calcium 
signaling enzymes regulates the calcium response in both human and mouse sperm.
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